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AC – ensüüm adenülaadi tsüklaas 
AH – aminohape 
APO – apomorfiin 
cAMP – tsükliline adenosiinmonofosfaat 
Ci – kürii 
cpm – lugemit minutis (counts per minute) 
D2L – dopamiini D2 retseptori pikk isovorm 
D2S – dopamiini D2 retseptori lühike isovorm 
DA – dopamiin 
DAR – dopamiinergiline retseptor 
DMEM – Dulbecco modifitseeritud rakusööde 
DMSO – dimetüülsulfoksiid 
DPBS – Dulbecco sooladega fosfaatpuhver 
DTT – ditiotreitool 
EDTA – etüleendiamiintetraatsetaat 
FBS – veiseloote seerum 
G418 – selektsiooniantibiootikum genetitsiin 
GDP – guanosiindifosfaat  
GPCR – G-valguga seotud retseptorid 




G-valk – guaniininukleotiide siduv valk 
3H – triitium 
HEK-293 – inimese embrüonaalsed neerurakud 293 
IC50 – märgistamata ligandi kontsentratsioon, mis inhibeerib radioligandi sidumist 50% 
ulatuses 
Ki – inhibeerimiskonstant 
KD – radioligandi dissotsiatsiooni tasakaalukonstant 
[L] – radioligandi molaarne kontsentratsioon 
nH – Hilli koefitsient 





TM – transmembraanne 




Inimese ajus on sadu miljardeid närvirakke. Selleks, et inimesed suudaksid erinevatele 
muutustele reageerida, peavad rakud vastu võtma, töötlema ja edastama mitmesuguseid 
närvisignaale. Signaalide vahendamiseks on rakkude pinnal olemas valgud, mida nimetatakse 
retseptoriteks ning millega seostuvad signaali edastamisel erinevad signaalmolekulid. Kõige 
suurema ja mitmekesisema membraansete retseptorite perekonna moodustavad G-valguga 
seotud retseptorid. Häired G-valguga seotud retseptorite aktivatsioonis on seotud 
mitmesuguste erinevate haigustega. Just seetõttu on need retseptorid märklauaks väga suurele 
hulgale ravimitele. 
Antud töös keskendutakse dopamiinergilistele retseptoritele, mis kuuluvad samuti G-valguga 
seotud retseptorite suurde perekonda. Dopamiini retseptorid mõjutavad mitmeid erinevaid 
protsesse, näiteks motivatsiooni, naudinguid, mälu, õppimisvõimet ja motoorikat. Probleemid 
dopamiinergilises süsteemis põhjustavad mitmesuguseid haigusi, millest tuntuimad on 
Parkinsoni tõbi ning skisofreenia. Nende haiguste ravimiseks üritatakse pidevalt leida 
tõhusamaid ja minimaalsete kõrvaltoimetega ühendeid.  
Käesoleva magistritöö eesmärgiks oli rakendada radioligandi väljatõrjumismeetodit erinevate 
dopamiinergiliste ühendite iseloomustamiseks. Lõppeesmärgiks oli leida uusi, võimekamaid ja 





1 VALDKONNA ÜLEVAADE 
1.1 Signaali ülekanne  
Kõik elusorganismid koosnevad rakkudest. Rakud suudavad ellu jääda ainult siis, kui nad on 
pidevas infovahetuses ümbritseva keskkonnaga. Rakuni jõudnud signaal käivitab raku sees 
keemiliste reaktsioonide rea, mida nimetatakse signaali ülekandeks (Kilk 2007). Erinevaid 
bioloogilisi signaale ning neile vastavaid bioloogilisi muutusi on palju. Ometi kasutavad 
organismid signaali ülekandeks vaid mõnda evolutsiooni käigus säilinud mehhanismi. 
Olulisteks signaali ülekande vahendajateks on retseptorid. Antud töö raames keskendutakse G-
valguga seotud retseptoritele (GPCR), mis moodustavad suurima raku pinnal olevate valkude 
perekonna (Lehninger et al. 2005). 
1.2 G-valguga seotud retseptorid 
G-valkudeks nimetatakse guaniininukleotiide siduvaid regulaatorvalke, millel on oluline roll 
rakku tulevate keemiliste signaalide ülekandes raku sisemusse. G-valgud kuuluvad GTP-
aaside hulka ning need jagunevad kahte suurde perekonda: monomeersed väikesed GTP-aasid 
ja heterotrimeersed ehk suured G-valgud. Retseptoritega on vahetult seotud just 
heterotrimeersed G-valgud, mis koosnevad kolmest polüpeptiidsest alaühikust: alfa (α), beeta 
(β) ja gamma (γ) (Joonis 1), millel omakorda on mitmeid erinevaid alatüüpe. Beeta ja gamma 
alaühikud moodustavad omavahel dimeeri, mis dissotsieerub vaid denatureerimisel. Alfa 
alaühikul on võime siduda ja hüdrolüüsida guanosiintrifosfaati (GTP) guanosiindifosfaadiks 
(GDP) ja seda reguleerivad mitmed regulaatorvalgud (Kleuss et al. 1994).  
G-valgud aktiveeruvad G-valguga seotud retseptorite kaudu, mis asuvad rakumembraanil ja 
millele on omane seitsmetransmembraanne struktuur. G-valguga seotud retseptoritel on 
oluline roll närvisignaali ülekandes. Häired signaaliülekanderadades on seotud mitmesuguste 
haigustega, mistõttu on GPCR-d tähtsad ravimite märklauad. Ligikaudu 50% tänapäeva 
farmaatsiatööstuse retseptiravimitest on suunatud just selle retseptorite perekonna selektiivsele 
mõjutamisele. G-valguga seotud retseptorite tähtsust illustreerib ka 2012. aasta Nobeli 
keemiaauhind, mis anti B. Kobilkale ning R. Lefkowitzile GPCR-de struktuuri ja omaduste 
avastamise eest (Linse 2012). 
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G-valgud reguleerivad mitmesuguseid ensüüme ja ioonkanaleid. Sihtmärgiks olevaid ensüüme 
ja ioonkanaleid kutsutakse efektoriteks, sest muutused nende aktiivsuses põhjustavad muutusi 
erinevate ioonide või sekundaarsete virgatsainete tasemes rakus. Rakusisesteks virgatsaineteks 
on näiteks tsükliline guanosiinmonofosfaat, Ca2+, fosfatidüülinositool, arahhidoonhape, NO jt. 
Dopamiinergiliste retseptorite puhul on oluliseks sekundaarseks virgatsaineks tsükliline 
adenosiinmonofosfaat (cAMP) (Neer 1995, Filmore 2004). 
Puhkeolekus on retseptoriga seotud heterotrimeerne G-valk, kusjuures α-alaühiku külge on 
seotud GDP (Joonis 1). Retseptori aktiveerimisel sobiva ligandiga muutub retseptori 
konformatsioon. Selle tulemusel muutub ka α-alaühiku konformatsioon ning GDP 
dissotsieerub. Kuna GTP kontsentratsioon rakus on kõrgem kui GDP-l, siis seostub eelistatult 
α-alaühikule GTP. Tagajärjeks on G-valgu dissotsieerumine retseptori küljest ning selle 
jagunemise kaheks: α-alaühik koos GTP-ga ning βγ dimeer. Mõlemad kompleksid saavad 
edasi aktiveerida erinevaid sihtmärk-efektoreid. G-valgu aktivatsioon kestab seni kuni GTP 
hüdrolüüsitakse α-alaühiku poolt GDP-ks. Inaktiivne α-alaühik saab taas seostuda teiste 
alaühikute ja retseptoriga, moodustades uuesti puhkeolekus G-valgu trimeeri (Neer 1995, 
Siegel et al. 2012). 
 
Joonis 1. G-valk ja rakumembraani läbiv G-valguga seotud retseptor. GPCR sisaldab 
seitset rakumembraani läbivat hüdrofoobset alfa-heeliksit. Välja on toodud ka G-valgu α-
alaühiku GDP vahetamine GTP vastu. Joonisel olev ensüüm adenülaadi tsüklaas on efektor, 
mille kaudu GPCR-i signaal rakus edasi kandub. 
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G-valguga seotud retseptorite perekonna täpne suurus on teadmata. Praeguseks on avastatud 
enam kui 800 unikaalset liiget (Gloriam et al. 2007), mis jagatakse klassikaliselt kolme 
põhiklassi (Alexander et al. 2011): 
• Klass A (rodopsiinilaadsed) 
• Klass B (sekretiinilaadsed) 
• Klass C (metabotroopsed glutamaadilaadsed) 
G-valguga seotud retseptorite klassifitseerimiseks on olemas mitmeid erinevaid süsteeme. 
Näiteks jagatakse GPCR-d sageli järjestuste homoloogia ja funktsionaalsete sarnasuste alusel 
viieks. Lisaks eespool mainitud retseptoritele tuuakse siis eraldi välja ka adhesiooni ja 
Frizzled-retseptorid. Kõige suurem on klass A, kuhu kuulub ligikaudu 85% GPCR-dest. 
Käesolevas töös huvi all olevad dopamiini retseptorid kuuluvad samuti A klassi GPCR-de 
hulka. (Lagerström ja Schiöth 2008, Fredriksson et al. 2003). Lisaks võib eraldi klassina välja 
tuua retseptorid, mille puhul pole avastatud organismile omast ligandi ning  samuti pole teada 
nende bioloogiline funktsioon. Selliseid retseptoreid nimetatakse orbretseptoriteks. Uute 
ravimimärklaudade leidmiseks üritatakse orgretseptorite arvu pidevalt vähendada. (Civelli et 
al. 2013). 
G-valguga seotud retseptorite ligandid on väga erinevad. Mitmesugused ioonid, lõhnaained, 
amiinid, peptiidid, valgud, lipiidid, nukleotiidid ja isegi footonid kannavad signaali edasi 
GPCR-de kaudu. Lisaks ligandidele on suur varieeruvus ka G-valguga seotud retseptorite 
vahel. Erinevatel GPCR-del on siiski kaks põhilist sarnasust: seitse rakumembraani läbivat 
hüdrofoobset alfa-heeliksit ning retseptori võime aktiveerida trimeerseid G-valke (Fredriksson 
et al. 2003). 
1.3 Dopamiinergilised retseptorid 
Dopamiin (DA), IUPAC-i nomenklatuuri järgi 4-(2-aminoetüül)benseen-1,2-diool, on 
organismis oluline neurotransmitter ehk virgatsaine. DA on katehhoolamiin, mis tähendab, et 
see on kahe fenoolse hüdroksüülrühmaga füsioloogiliselt aktiivne monoamiin (Joonis 2). 
Lisaks dopamiinile kuuluvad katehhoolamiinide hulka ka serotoniin, noradrenaliin ja 
adrenaliin. Organismis sünteesitakse dopamiini enamasti aminohappest türosiin (Joonis 2) 
(Lehninger et al. 2005). DA funktsiooni virgatsainena avastas 1957. aastal Arvid Carlsson 
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(Carlsson et al. 1957). Signaalmolekulina avaldab DA mõju organismis dopamiinergiliste 
















Türosiin DOPA Dopamiin  
Joonis 2. Dopamiini biosüntees türosiinist. Süntees algab L-türosiinile hüdroksüülrühma 
lisamisest meta-asendisse. Tulemuseks on L-DOPA, millelt karboksüülrühma eemaldamisega 
saadaksegi dopamiin. Mõnedes neuronites muudetakse DA edasi noradrenaliiniks või 
adrenaliiniks. 
Dopamiini retseptorid kuuluvad G-valguga seotud retseptorite suurde perekonda. Neid leidub 
nii perifeersetes kudedes kui ka kesknärvisüsteemis (Zhang et al. 2008). Dopamiini 
retseptoreid on viis erinevat alatüüpi: D1, D2, D3, D4 ja D5 (Joonis 3). Struktuurilise sarnasuse 
ja rakusiseste efektorite mõjutamise alusel jagatakse dopamiini retseptorid kahte alamklassi 
(Missale et al. 1998): 
• D1-tüüpi (D1 ja D5) 
• D2-tüüpi (D2S, D2L, D3 ja D4) 
D1-tüüpi retseptorid on seotud Gs-valguga ning aktiveerivad ensüümi adenülaadi tsüklaas 
(AC). D2-tüüpi retseptorid inhibeerivad Gi/o-valgu kaudu AC aktiivsust ja Ca
2+ kanaleid ning 
aktiveerivad K+ kanaleid. Adenülaadi tsüklaasi regulatsiooni kaudu muutub rakus tsüklilise 
adenosiinmonofosfaadi tase (Missale et al. 1998, Siegel et al. 2012). 
 
Joonis 3. Rakumembraanil paiknevad dopamiinergilised retseptorid. D1 ja D5 aktiveerivad, 
D2, D3 ja D4 aga inhibeerivad ensüümi adenülaadi tsüklaas. Modifitseeritud (Siegel et al. 2012). 
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1.3.1 Dopamiini retseptorite tähtsus 
Dopamiini retseptorid mõjutavad organismis mitmeid erinevaid funktsioone, sealhulgas 
motoorikat (liigutuste ja kõne sujuvus), kognitiivseid omadusi (mälu, õppimine, 
motivatsioon), emotsioone, toitumist ja endokriinset süsteemi. Dopamiinil on oluline roll ka 
südameveresoonkonna ja neerude töös (Missale et al. 1998). Lisaks sellele on avastatud 
dopamiinergilise süsteemi seos seksuaalsete funktsioonidega (Benassi-Benelli et al. 1979, 
Sanna et al. 2011). 
Probleemid dopamiinergilises süsteemis põhjustavad mitmeid neurodegeneratiivseid ning 
psühholoogilisi haigusi, millest tuntuimad on näiteks Parkinsoni tõbi (PD), bipolaarne häire 
ning skisofreenia. Parkinsoni tõve korral on tegemist dopamiinergilise süsteemi alatalitlusega, 
mis põhjustab mitmesuguseid motoorseid häireid – värinaid, bradükineesiat ning kõne- ja 
tasakaaluhäireid. Sümptomite leevendamiseks kasutatakse sageli dopamiini prekursorit L-
DOPA-t, mis erinevalt dopamiinist suudab läbida vere-aju barjääri. Skisofreenia puhul on 
vastupidiselt tegemist dopamiinergilise süsteemi ülereguleeritusega. Paljud tänapäeva 
antipsühhootikumid baseeruvad dopamiini retseptori D2 antagonistidel (Zhang et al. 2008). 
Viimase paarikümne aasta väljakutseks on olnud leida selektiivseid dopamiinergilisi ravimeid, 
mis ei põhjustaks ebameeldivaid kõrvaltoimeid. Kõige keerulisem on leida selektiivsust ühte 
alamklassi kuuluvate retseptorite alatüüpide vahel (Missale, et al. 1998, Siegel et al. 2012). 
1.3.2 Dopamiini retseptorite struktuur 
GPCR-de puhul räägitakse rakuvälisest osast, transmembraansest (TM) alast ning rakusisestest 
domeenidest. Lisaks võib eraldi välja tuua C- ja N-terminaalsed otsad. Erinevate retseptorite 
alatüüpide võrdlemisel pöörataksegi tähelepanu eespool nimetatud struktuuriüksustele. 
Samasse alamklassi kuuluvad dopamiini retseptorid on omavahel struktuurilt küllaltki 
sarnased. D1 ja D5 retseptoritel on 80% transmembraansest alast identne. D2 ja D3 retseptorite 
TM ala sarnasus on 75% ning D2 ja D4 puhul on homoloogia 53%. Dopamiini retseptorite N-
terminaalse saba aminohapete arv on sarnane kõigi DAR alatüüpide puhul, kuid erinevad 
võivad olla kohad, kus toimub valgu glükosüleerimine (Missale et al. 1998). 
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D1-tüüpi retseptorite puhul on C-terminaalne osa ligikaudu seitse korda pikem kui D2-tüüpi 
retseptoritel (Joonis 4). D2-alamklassi kuuluvatel retseptoritel on jällegi pikem kolmas 
rakusisene aas. Selline omadus on iseloomulik paljudele Gi-valkudega seotud retseptoritele. 
Lühike kolmas rakusisene aas (nagu on D1-tüüpi retseptoritel) viitab aga interaktsioonidele Gs-
valguga. Sarnaselt paljudele teistele GPCR-dele on dopamiinergilistel retseptoritel teises ja 
kolmandas rakuvälises aasas kaks tsüsteiinijääki. Need aminohappejäägid moodustavad 
molekulisisese disulfiidsilla, mis aitab stabiliseerida retseptori struktuuri (Missale et al. 1998). 
 
Joonis 4. Dopamiini retseptorite üldstruktuur. Joonisel on näidatud D1-tüüpi retseptorite 
struktuursed üksused. D2-tüüpi retseptoritel on lühem C-terminaalne saba ning pikem kolmas 
rakuväline aas. E1-E3 – rakuvälised aasad, 1-7 – transmembraansed domeenid, I2-I3 – 
rakusisesed aasad. Potentsiaalsed fosforüleerimise kohad (tähistatud P-ga) asuvad 3. rakusisesel 
aasal (I3) ja C-terminaalses osas. Võimalikud glükosüleerimise kohad on illustreeritud N-
terminuses. Modifitseeritud (Missale et al. 1998). 
Erinevate agonistide (ka dopamiini) seostumine retseptoriga toimub hüdrofoobsete 
transmembraansete heeliksite kaudu. Näiteks kolmas transmembraanne heeliks (Joonis 4) 
sisaldab aspartaadijääki, millega seostub dopamiini aminorühm. Viienda TM ala kaks 
seriinijääki saavad olla vesiniksideme doonoriks, andes interaktsioone DA 
hüdroksüülrühmadega. Lisaks aitavad sidumisele kaasa ka kuuendas TM heeliksis oleva 




1.3.2.1 D1 retseptor 
Täiskasvanud inimese ajus on dopamiini retseptoritest enim ekspresseeritud D1 retseptoreid. 
Neil retseptoritel on kõrge afiinsus bensasepiinide suhtes. Selline ühend on näiteks SCH23390 
(Joonis 8), mis on D1 retseptori antagonist. Triitiumiga märgistatud SCH23390 kasutatakse 
laialdaselt selle retseptori alatüübi uurimiseks (Siegel et al. 2012). 
D1 ja D5 retseptorid on farmakoloogiliselt sarnased, kuid D5 on DA suhtes kõrgema 
afiinsusega (Siegel et al. 2012). Suurimad erinevused nende kahe alatüübi vahel on kolmandas 
rakusiseses aasas ning C-terminaalses sabas. Lisaks on erinevused teises rakuvälises aasas – 
see on D1 retseptoril lühem (27 aminohappejääki) kui D5 retseptoril (41 AH-jääki). Samuti on 
D5 retseptori ekspressioon organismis madalam kui D1 retseptoril. (Missale et al. 1998). 
1.3.2.2 D2 retseptor 
D2 retseptoril on kaks erinevat vormi: lühike (D2S) ja pikk (D2L). Pikemal variandil on 
kolmandas rakusiseses aasas 29 aminohappejääki rohkem. Praeguseks on kindlaks tehtud, et 
D2S retseptor töötab peamiselt presünaptilise autoretseptorina ning D2L on põhiliselt 
postsünaptilise funktsiooniga. D2 retseptoreid leidub paljudes erinevates ajuosades ning just 
selle alatüübiga seostuvaid dopamiinergilisi ligande kasutatakse antipsühhootikumidena ning 
Parkinsoni tõve ravimitena (Missale et al. 1998, Siegel et al. 2012). 
1.3.2.3 D3 retseptor 
D3 retseptoreid ekspresseeritakse organismis vähem kui D1 ja D2 retseptoreid. Dopamiinil on 
aga D3 suhtes 20 korda kõrgem afiinsus kui D2 retseptoril. See tuleneb peamiselt alatüüpide 
kolmanda rakusisese aasa primaarjärjestuste erinevusest. D2-tüüpi dopamiini retseptoritega 
seostuvad hästi bensamiidid. Näiteks raklopriid (Joonis 8) seostub ligikaudu sama kõrge 
afiinsusega nii D2 kui ka D3 retseptoriga. Selle ühendi triitiumiga märgistatud varianti 





Apomorfiin (APO) on ühend, mida saadakse morfiinist happelisel katalüüsil. Bioloogiliselt on 
aktiivne APO R-isomeer. Apomorfiini avastasid 1869. aastal A. Mathiesen ja C. R. Wright 
ning esialgu kasutati seda peamiselt oksendamist esilekutsuva ravimina mürgituse korral 
(Subramony 2006). Hiljem on apomorfiini kasutatud ka mitmesuguste teiste haiguste ravis, 
kuid just oksendamine on piiranud APO laialdasemat kasutamist (Ribarič 2012).  
Kuna apomorfiin on oma struktuuri poolest sarnane dopamiinile, siis suudab see samuti 
aktiveerida nii D1-tüüpi kui ka D2 tüüpi dopamiinergilisi retseptoreid. Seega on APO 
mitteselektiivne dopamiini retseptorite agonist. Apomorfiini sidumisel DA retseptoritega on 
olulisteks struktuurielementideks tertsiaarne amiin, kaks hüdroksüülrühma ning polütsüklid 
(Joonis 5). Oma struktuuri tõttu on APO lipofiilne ning vees keskmise lahustuvusega. Õhu 

















Joonis 5. Apomorfiini struktuur  
Lisaks dopamiinergilisele aktiivsusele on apomorfiin ka antioksüdant ning vabade radikaalide 
püüdja. Hiljaaegu näidati ka mitte-retseptor-vahendatud neurokaitsvat efekti Alzheimeri tõve 
korral (Himeno et al. 2011). Lisaks on apomorfiini kasutatud unetuse, depressiooni, 
skisofreenia, sõltuvuse ning seksuaalsete probleemide ravimiseks. Kõige laialdasemalt 
kasutatakse apomorfiini siiski hilises staadiumis Parkinsoni tõve sümptomite ravimiseks. APO 
oli ka esimene dopamiini retseptorite agonist, mida PD ravis katsetati. Ravimina on selle 
toime kiire, kuid kestab lühikest aega (Ribarič 2012). 
Apomorfiini puuduseks on vähene selektiivsus erinevate dopamiini retseptori alatüüpide 
vahel. Pidevalt otsitakse selektiivsemaid ühendeid, mis oleks sama hea või kõrgema 
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afiinsusega kui apomorfiin. Üheks võimaluseks on muuta apomorfiini struktuuri ning uurida 
selle mõju sidumisomadustele. Meie töörühmas tegeletaksegi erinevate apomorfiini 
derivaatide uurimisega. Apomorfiini struktuuri süstemaatilise modifitseerimise tulemusena on 
avastatud mitmeid retseptorile seostumise jaoks olulisi struktuurielemente, mille asendamine 
pole otstarbekas. Samas on kindlaks tehtud erinevaid funktsionaalrühmi, mis sidumisomadusi 
ning selektiivsust parandavad. Enne käesoleva töö tegemist oli testitud nelja erinevat 
apomorfiini derivaatide seeriat (Herm et al. 2009, Reinart et al. 2011, Reinart-Okugbeni et al. 
2013). 
Käesoleva töö raames testitakse kolme erinevat apomorfiini derivaatide seeriat, lootes leida 
veelgi võimekamaid ja selektiivsemaid potentsiaalseid ravimikandidaate.  
1.5 Lunasiin 
Lunasiin on 43-st aminohappejäägist koosnev polüpeptiid, mida leidub sojaubades. Esimesena 
kirjeldasid seda 1987. aastal Jaapani teadlased (Odani et al. 1987), kes eraldasid lunasiini 
sojavalgust ning avastasid peptiidil ebatavalise, mitmest L-asparagiinhappejäägist koosneva 
C-terminaalse osa (Joonis 6). Lunasiini avastajaks peetakse sageli ka A. Galvezi, kes võttis 
kasutusele termini lunasiin ning uuris selle peptiidi bioloogilist aktiivsust (Galvez ja de Lumen 
1999).  
Lunasiini puhul on avastatud mitmesuguseid tervist parandavaid omadusi. Näiteks seostatakse 
seda vähki haigestumise ennetamisega – lunasiin hoiab ära normaalsete rakkude muundumise 
vähirakkudeks (Hernandes-Ledesma et al. 2009b, de Lumen 2005). Erinevad uuringud on 
näidanud peptiidi põletikuvastast efekti (Hernandez-Ledesma et al. 2009a, de Meija ja Dia 
2009). Lisaks seostatakse lunasiini kolesterooli alandava toimega (Galvez 2012). Vähe on aga 
uuritud lunasiini toimet kesknärvisüsteemile. Ometi on kindlaks tehtud, et lunasiin suudab 
läbida vere-aju barjääri ning jõuab seega ajuni (Hsieh et al. 2010). Seetõttu on oluline uurida 
peptiidi mõju kesknärvisüsteemile. Käesolevas töös uuriti lunasiini mõju dopamiinergilisele 




Joonis 6. Lunasiini primaarjärjestus. Polüpeptiid koosneb 43-st aminohappejäägist. C-
terminaalses osas paiknevad asparagiinhappejäägid. Modifitseeritud (Kyle et al. 2012). 
Joonisel 6 on näha lunasiini neli erinevat regiooni (tähistatud erinevate värvidega). 
Aminohappejääkide 1-22 funktsioon on teadmata. Järgmise osa (23-31) ülesandeks on 
lunasiini lokaliseerimine kromatiini juurde. Kromatiin on DNA ja sellega seostunud 
histoonide kompleks, millest moodustuvad kromosoomid. Aminohappejäägid 32-34 aitavad 
kaasa lunasiini liikumisele rakutuuma. Polüasparagiinhappejäägid (35-43) vastutavad aga 
lunasiini seostumise eest kromatiini histoonidega (Kyle et al. 2012). 
1.6 Ligandi sidumiskatsed 
G-valguga seotud retseptorid on väga olulised ravimite märklauad, mistõttu arendatakse 
pidevalt erinevaid meetodeid uute ligandide sidumisomaduste kindlaks määramiseks. Ligandi 
sidumiskatsed on peamine meetod retseptori ja ligandi vaheliste interaktsioonide 
iseloomustamiseks. See annab informatsiooni ligandide afiinsuse, seostumise ning 
dissotsiatsiooni kiiruse kohta. Lisaks on võimalik uurida kudedes või rakkudes ekspresseeritud 
retseptorite tihedust (Zhang ja Xie 2012). 
G-valguga seotud retseptorite kaudu oma mõju avaldavate ravimite toime võib olla erinev. 
Ravimid võivad matkida organismile omase virgatsaine toimet ning aktiveerida retseptoreid. 
Sellisel juhul on tegemist agonistidega. Teine võimalus on kasutada ravimitena antagoniste, 
mis seostuvad retseptoriga ilma bioloogilist vastust põhjustamata. Seda tüüpi ühendid 
blokeerivad retseptori ja organismile omane virgatsaine ei saa enam signaali edasi kanda. 
Sidumiskatsetes on agonistide ja antagonistide eristamine keeruline, mistõttu kõikidele 
ühenditele viidatakse kui ligandidele (Davenport ja Russell 1996). 
Esimesed radioligandi sidumiskatsed viidi läbi juba 1970ndatel aastatel (Paton ja Rang 1965, 
Lefkowitz et al. 1970). Sellest ajast alates on meetodit laialdaselt kasutatud uute ravimainete 
leidmiseks. Peamiselt kasutatakse 3H või 125I isotoopidega märgistatud ligande. Kuigi 
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radioligandi sidumiskatsed annavad usaldusväärseid tulemusi, on meetodil ka mõned 
puudused. Traditsioonilised radioligandi sidumiskatsed nõuavad pesemis- ja 
filtreerimisetappe, mistõttu väikseim võimalik formaat on 96 süvendiga plaat. Lisaks sellele 
on radioligandid küllaltki kallid ning mõnda radioligandi saab lühikese poolestusaja tõttu 
kasutada vaid vähest aega. Probleemiks on ka katsete käigus tekkinud jäätmete käitlemise 
keerukus. Kõikide nende puuduste tõttu arendatakse pidevalt uusi, mitteradioaktiivseid 
meetodeid ligandide iseloomustamiseks (Zhang ja Xie 2012). 
Sidumiskatsete läbiviimiseks on olemas kolm erinevat lähenemist (Hulme ja Trevethick 
2010): 
• Kineetilised eksperimendid – seostumist jälgitakse erinevatel järjestikustel ajahetkedel, 
kasutades ühte või mitut erinevat radioligandi kontsentratsiooni. Tulemuseks saadakse 
seostumise või dissotsiatsiooni kiiruskonstandid. 
• Tasakaalulise küllastussidumise katsed – vaadeldakse radioligandi seostumist 
erinevatel radioligandi kontsentratsioonidel, kusjuures oodatakse tasakaalu 
saabumiseni. Sellise meetodiga on võimalik määrata radioligandi jaoks 
afiinsuskonstant, dissotsiatsioonikonstant ning spetsiifiliste sidumiskohtade 
kontsentratsioon. 
• Konkureeriv sidumine – radioligandi kontsentratsioon hoitakse konstantsena ning 
varieeritakse märgistamata ligandi kontsentratsiooni. Ka siin uuritakse tasakaalulisi 
protsesse. Määratakse märgistamata ligandi inhibeerimiskonstandi (Ki) väärtus.  
1.6.1 Radioligandi väljatõrjumine ehk konkureeriv sidumine 
Seda tüüpi katsetega iseloomustatakse radioaktiivselt märgistamata ligandide interaktsiooni 
retseptoriga, uurides nende võimet inhibeerida radioligandi seostumist retseptoriga. See on nii-
öelda kaudne meetod märgistamata ligandide sidumisomaduste uurimiseks. Retseptorite 
allikana kasutatakse peamiselt rakumembraane. 
Käesolevas töös leiti märgistamata testainete afiinsuste võrdlemiseks kõigi ühendite 
inhibeerimiskonstantide väärtused. Ki iseloomustab märgistamata ligandi afiinsust 
radioligandi sidumiskohtadele. Selle arvutamiseks kasutatakse Cheng-Prusoffi võrrandit, mida 
17 
 
saab kasutada vaid siis kui tegemist on konkureeriva sidumisega ning on saavutatud tasakaal 









kus,  Ki – inhibeerimiskonstant; 
IC50 – märgistamata ligandi kontsentratsioon, mis inhibeerib radioligandi sidumist 50% 
ulatuses; 
 [L] – radioligandi kontsentratsioon katses; 
 KD – radioligandi dissotsiatsiooni tasakaalukonstant.  
Inhibeerimiskonstandi arvutamiseks on vaja katse käigus kindlaks määrata radioligandi 
kontsentratsioon. Lisaks sellele on vaja teada ka radioligandi dissotsiatsiooni 
tasakaalukonstanti KD ning IC50 väärtust. IC50 iseloomustab märgistamata ligandi võimet 
inhibeerida radioligandi seostumist 50% ulatuses. IC50 väärtus leitakse väljatõrjumiskõveralt 
(Joonis 7). 




























Joonis 7. Väljatõrjumiskõveralt log IC50 väärtuse leidmine. Log IC50 ehk logaritm testaine 
kontsentratsioonist, mille juures on radioligandi sidumine inhibeeritud 50% võrra. Kõvera 
ülemine platoo iseloomustab radioligandi seostumist juhul kui märgistamata testainet pole 
lisatud või on lisatud nii vähe, et see ei suuda veel radioligandiga konkureerida. Kõvera 




Dissotsiatsiooni tasakaalukonstant KD iseloomustab ligandi ja retseptori vaheliste 
interaktsioonide tugevust. Definitsiooni järgi on KD ligandi kontsentratsioon, mille juures on 
hõivatud 50% kõikidest retseptoritest. Kõrge afiinsusega ligandiks peetakse ühendit, mille 
tasakaalukonstandi väärtus on 1 nM või väiksem. Heal radioligandil peakski olema KD ≤ 1nM. 
See tagab piisavalt kõrge spetsiifilise seostumise osakaalu võrreldes mittespetsiifilise 
seostumisega. Mida madalam on radioligandi mittespetsiifiline seostumine, seda parem 
(Davenport and Russell 1996). Antud töö raames kasutati radioligandidena triitiumiga 
märgistatud ligande SCH23390 ja raklopriid (Joonis 8). Esimest neist kasutati D1 retseptori ja 















Joonis 8. Dopamiini retseptorite antagonistid. Väljatõrjumiskatsete läbiviimiseks kasutati 
ühendite radioaktiivseid (triitiumiga märgistatud) vorme. 
Väljatõrjumiskõvera (Joonis 7) põhjal saab teha mitmeid järeldusi. Üheks oluliseks näitajaks 
on semilogaritmilistes koordinaatides esitatud kõvera tõus, mida iseloomustatakse Hilli 
koefitsiendiga (nH). Koefitsienti kasutatakse enamasti selleks, et hinnata bioloogilise vastuse 
tekitamiseks vajaminevate ligandi molekulide hulka (Weiss 1997). Hilli koefitsiendi väärtuse 
järgi on võimalik otsustada ligandi seostumise homo- või heterogeensuse üle. Peamiselt 
vaadeldakse seda, kas kõvera tõusu absoluutväärtus on suurem, väiksem või võrdne ühega. 
Homogeense sidumise korral seostub radioligand sidumiskohtadele ühesuguse afiinsusega 
ning Hilli koefitsiendi absoluutväärtus on üks. Kui ligand seostub sidumiskohtadele erineva 
afiinsusega on tegemist heterogeense sidumisega ning väljatõrjumiskõver on laugem (nH ˂ 1) 
(Motulsky ja Christopoulos 2003). 
Heterogeenset sidumist võivad põhjustada mitmed erinevad asjaolud. Esimeseks võimaluseks 
on sidumiskohtade tihe paiknemine ja osaline kattumine, mistõttu märgistamata ühendi 
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sidumine ühe sidumiskohaga võib põhjustada ligandi afiinsuse vähenemist lähedal asuvatele 
sidumiskohtadele (negatiivne kooperatiivsus). Lisaks võib heterogeense sidumise põhjuseks 
olla ka see, et märgistamata ühend ei seostu kõigile retseptoritele ühesuguse afiinsusega. 
Kolmanda võimalusena tuuakse sageli välja see, et G-valguga seotud ja seostumata retseptorid 
võivad siduda agoniste erineva afiinsusega (Motulsky ja Christopoulos 2003). 
Lisaks eelpool mainitud variantidele võib Hilli koefitsiendi absoluutväärtus olla ka suurem kui 
üks. Sellisel juhul on väljatõrjumiskõvera tõus järsem kui tavaliselt. Seda võib põhjustada 
positiivne kooperatiivsus, mille puhul sidumiskohad paiknevad tihedalt (näiteks ühel 
retseptoril mitu sidumiskohta) ning märgistamata ligandi seostumine ühele sidumiskohale 
suurendab ligandi afiinsust teistele sidumiskohtadele (Motulsky ja Christopoulos 2003). 
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2 EKSPERIMENTAALNE OSA 
2.1 Kasutatud materjalid ja aparatuur 
Katsed dopamiini retseptoritega viidi läbi inimese embrüo neerurakkudes HEK-293 
(American Type Culture Collection). Rakkude kasvatamiseks kasutati polülüsiiniga kaetud 
Petri tasse (Nunc). Dulbecco modifitseeritud Eagle’i sööde (DMEM), penitsilliin, 
streptomütsiin, genetitsiin (G418), trüpsiin, Dulbecco sooladega fosfaatpuhver (DPBS) osteti 
firmalt PAA Laboratories GmbH. Veiseloote seerum (FBS) soetati firmast Gibco. Tris, HCl, 
dimetüülsulfoksiid (DMSO), KCl, EDTA, ditiotreitool (DTT), NaCl, MgCl2 osteti firmast 
AppliChem.  
Rakkude loendamiseks ja elumuse määramiseks kasutati rakulugejat TC10TM Automated Cell 
Counter (Bio-Rad Laboratories). Rakkude elumuse määramiseks kasutati trüpaansinist 
(Sigma-Aldrich). Rakuplaatide rutiinseteks vaatamiseks kasutati mikroskoopi Olympus 
CKX31. Tsentrifuugimine viidi läbi Sigma Laborzentrifugen mudeliga 3K30.  
Katsete läbiviimiseks ja lahjenduste tegemiseks kasutati 96-kohalisi plaate (BRANDplates). 
Võrdlusaineteks kasutati agoniste dopamiin (Sigma-Aldrich) ja apomorfiin (Tocris). 
Radioaktiivsetes katsetes kasutati triitiumiga märgistatud antagoniste [3H]SCH23390 
(84,3 Ci/mmol) ning [3H]Raklopriid (76,0 Ci/mmol), mis osteti firmalt Perkin Elmer. 
Apomorfiini derivaadid sünteesiti professor Attila Sipose töörühmas Debreceni Ülikoolis 
Ungaris. Sünteetiline lunasiin (CASLO Laboratory ApS) saadi professor Vija Klusa käest Läti 
Ülikoolist.  
Reaktsiooni peatamiseks radioligandi sidumiskatsetes filtreeriti reaktsioonisegu läbi 
klaaskiudfiltermattide (GF/B, Perkin Elmer), kasutades selleks filtreerimissüsteemi FilterMate 
Harvester (Perkin Elmer). Radioaktiivsuse loendamiseks sulatati kuumpressi MeltilexTM 
Heatsealer (Wallac) abil filtrisse tahke stsintillant MeltilexTM B/HS (Perkin Elmer). 
Mõõtmiseks kasutati loendurit Wallac MicroBeta TriLux 1450 LSC Luminescence Counter 
(Perkin Elmer).  




2.2 HEK-293 rakkude kasvatamine 
Rakuliini HEK-293 kasvatati 37 °C juures niiskus-reguleeritud inkubaatoris 5% CO2 
juuresolekul. Eelnevalt oli loodud kolm erinevat rakuliini, mis ekspresseerivad püsivalt 
rekombinantseid D1, D2L või D3 retseptoreid (Reinart-Okugbeni et al. 2012). Antud töö raames 
kasutati järgmisi kloone: D1R(E), D2LR(B) ja D3R(B). Kõiki rakke kasvatati polülüsiiniga 
kaetud Petri tassidel. Rakusöötmena kasutati DMEM High Glucose (4,5 g/l) söödet, millele oli 
eelnevalt lisatud 10% FBS, 100 U/ml penitsilliini ja 100 µg/ml streptomütsiini. DAR geeni 
sisaldavate rakkude selekteerimiseks kasutati 400 µg/ml antibiootikumi G418. Rakke jagati 
iga 3-4 päeva tagant. Rakuarvu ja elumuse määramiseks kasutati 0,4% trüpaansinise lahust. 
2.3 Rakumembraanide valmistamine 
Membraanpreparaatide valmistamiseks kasvatati DA retseptoreid ekspresseerivaid HEK-293 
rakke Petri tassidel konfluentsuseni 90-95%. Seejärel kontrolliti rakkude elumust ning määrati 
rakuarv ühel Petri tassil. Ülejäänud rakkudelt eemaldati sööde ja lisati 2 ml DPBS-i ühe plaadi 
kohta. Rakkude lahti pipeteerimiseks Petri tassidelt kasutati automaatpipette ning 
rakususpensioon koguti 50 ml plasttuubidesse. Iga retseptori alatüübi jaoks kasutati eraldi 
tuubi. Saadud suspensioonid tsentrifuugiti toatemperatuuril 5 minuti jooksul 1000 g juures. 
Seejärel lahus dekanteeriti ning sadet hoiustati -80 °C juures kuni membraanpreparaadi 
valmistamiseni.  
Membraanpreparaatide valmistamisel hoiti kõiki lahuseid jäävannis ning tsentrifuugimised 
viidi läbi 4 °C juures. Jäävannis sulatatud 20 Petri tassi rakud resuspendeeriti 20 ml-s 
jääkülmas pesupuhvris (50 mM Tris-HCl, pH = 7,4) ning tsentrifuugiti 800 g juures 5 minuti 
jooksul. Saadud sade resuspendeeriti uuesti 20 ml-s pesupuhvris ning homogeniseeriti 
mehaaniliselt (homogenisaator Parmer LabGen 125) vähemalt 30 sekundi jooksul (kuni lahus 
oli homogeenne). Tuubid tasakaalustati puhvriga ning tsentrifuugimine viidi läbi 30 000 g 
juures 20 minuti jooksul. Seejärel supernatant dekanteeriti ja sade resuspendeeriti uuesti 20 
ml-s jääkülmas pesupuhvris. Järgmise sammuna viidi taaskord läbi lahuse homogeniseerimine 
ning tsentrifuugimine 20 minuti jooksul 30 000 g juures. Viimane homogeniseerimine sooritati 
katsepuhvris (50 mM Tris-HCl, 120 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 5 mM KCl, 1 mM EDTA, pH = 
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7,4) arvestusega, et lahuses oleks 10 miljonit rakku/ml-s. Saadud homogeenne lahus jagati 1 
ml kaupa alikvootidesse ning hoiti -80 °C juures kuni katseni.  
2.4 Membraanpreparaatide testimine 
Membraanide testimise eesmärgiks oli välja selgitada ainete sõelumiseks (radioligandi 
väljatõrjumiskatseteks) sobiv membraanpreparaadi kogus. Samuti saab membraanide testimise 
abil hinnata mittespetsiifilise seostumise osakaalu. 
Katse läbiviimiseks kasutati katsepuhvrit (50 mM Tris, 120 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 5 mM 
KCl, 1 mM EDTA, pH = 7,4), millele lisati vahetult enne katset 1 mM DTT. Katses hoiti 
konstantsena radioligandide kontsentratsioon (ligikaudu 1 nM [3H]SCH23390 või 
[3H]Raklopriid). Radioligandi mittespetsiifilise seostumise määramiseks kasutati 
butaklamooli, mis on mitteselektiivne dopamiini retseptorite antagonist. Ka butaklamooli 
kontsentratsioon hoiti katses konstantsena (1 µM). Katse läbiviimisel varieeriti erinevate 
membraanpreparaatide kontsentratsiooni (arvestuslikult 5·104, 1·105, 2·105, 4·105 
rakku/süvendis).  
Katse sooritati 96-süvendiga katseplaadil ning lahuse ruumala süvendis oli 250 µl (50 µl 
radioligandi, 50 µl katsepuhvrit või butaklamooli ja 150 µl membraanpreparaati). Katse viidi 
läbi duplikaatides. Pärast ainete lisamist inkubeeriti plaati loksutil 60 minutit 25 °C juures. 
Seejärel eraldati lahuses olev seostumata radioligand membraani ja radioligandi kompleksist. 
Selleks filtreeriti reaktsioonisegu läbi klaaskiudfiltri. Filtrit pesti 5 korda jääkülma 
filtreerimispuhvriga (20 mM K-fosfaat, 100 mM NaCl, pH = 7,4). Seejärel kuivatati filtreid 
mikrolaineahjus 800 W juures 2 minuti jooksul. Kuivatatud filtritesse sulatati tahke 
stsintillant. Järgmise sammuna mõõdeti loenduri abil filtrile jäänud radioaktiivsus.  
2.5 Radioligandi väljatõrjumiskatsed 
Kõikidest testainetest ning apomorfiinist tehti 10 mM alglahused DMSO-s. Lunasiini 1 mM 
ning dopamiini 100 mM alglahused valmistati Milli-Q vees. Katsete teostamiseks kasutati 
katsepuhvrit, millele lisati vahetult enne katset 1 mM DTT. Kõik määramised teostati 
triplikaatides. Katsed viidi läbi U-kujulise põhjaga 96-süvendilistel plaatidel. Kõigepealt 
pipeteeriti plaadile 50 µl radioligandi. Radioligandide kontsentratsioon katstes hoiti 
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konstantsena (ligikaudu 1 nM) ning katste käigus määrati ka kasutatud radioligandi täpne 
kontsentratsioon, mida hiljem kasutati testainete inhibeerimiskonstantide arvutamiseks. 
Selleks pipeteeriti 50 µl radioligandi lahust vedelasse stsintilleeruvasse ainesse ning 
radioaktiivsus mõõdeti hiljem loenduri abil. 
Järgmisena lisati plaadile 50 µl testainet või standardainet. Väljatõrjumiskatsete jaoks tehti 
ühenditest seerialahjendused katsepuhvris nii, et iga ühendi korral kasutati kaheksat erinevat 
kontsentratsiooni. Viimasena pipeteeriti katseplaadile 150 µl eelnevalt kindlaks tehtud sobiva 
lahjendusega membraanpreparaati (katse lõppruumala 250 µl). Seejärel inkubeeriti 
reaktsioonisegu pidevalt segades 25 °C juures 90 minuti jooksul. Inkubatsiooniaeg peab olema 
tasakaalu saavutamiseks piisavalt pikk. Vaba radioligandi eraldamiseks kasutati taaskord 
filtreerimist (vt membraanpreparaatide testimine). Pärast filtri pesemist, kuivatamist ja tahke 
stsintillandi sulatamist filtrisse mõõdeti radioaktiivsus.  
Väljatõrjumiskatsetes kasutati radioligandidena triitiumiga (3H) märgistatud ühendeid. 
Triitium on vesiniku isotoop, mille poolestusaeg on 12,32 aastat. Ebastabiilse triitiumi 
lagunemisel tekib β-kiirgus, mis on madala energiaga ning pole ohtlik. Radioaktiivsuse 
mõõtmine antud töös põhinebki β-kiirguse interakteerumisel stsintilleeruva molekuliga 
(tavaliselt mõni aromaatne ühend), mille tagajärjel viimane ergastub. Oma energia annab see 
molekul mõne aja möödudes ära valguskiirguse sähvatusena, mida detekteerivad 
valgustundlikud detektorid stsintillatsiooniloenduris. Iga süvendit mõõdeti 4 minutit, ning 
keskmistatud tulemused saadi ühikutes cpm (counts per minute). 
Väljatõrjumiskatsete teostamiseks kasutati rakumembraane. Vastavad dopamiini retseptoreid 
püsivalt ekspresseerivad rakuliinid on varasemalt iseloomustatud (Reinart-Okugbeni et al. 
2012). Käesolevas töös kasutati ühendite inhibeerimiskonstantide arvutamiseks eelnevalt Reet 
Reinart-Okugbeni poolt kindlaks määratud radioligandide tasakaalukonstante, mis on 
järgmised: 
• D1R→ KD([
3H]SCH23390) = 0,48 ± 0,06 nM 
• D2R→ KD([
3H]Raklopriid) = 0,66 ± 0,07 nM 
• D3R→ KD([
3H]Raklopriid) = 0,83 ± 0,13 nM  
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3 TULEMUSED JA ARUTELU 
3.1 Membraanide testimine 
Kõik radioligandi väljatõrjumiskatsed viidi läbi membraanpreparaatidel, mis sisaldasid D1, D2 
või D3 retseptoreid. Pärast uute rakumembraanide valmistamist teostati alati membraanide 
testimise katse. Testimist viidi läbi selleks, et selgitada välja radioligandi väljatõrjumiskatsete 
jaoks sobiv membraanpreparaatide kogus. Radioligandi soovituslik totaalne seostumine 
käesoleva töö katsetes peaks olema vahemikus 800-1200 cpm-i ehk seostub vähem kui 10% 
lahuses olevast vabast radioligandist. 
Joonisel 9 on näidisena toodud membraanide testimise tulemus D2 retseptori jaoks. Antud 
katse põhjal on sobiv membraanpreparaadi kogus punktis, mis vastab 150 000 rakule. Kuna 
membraanid säilitatakse alikvootides 107 rakku/ml, siis tuleks katse jaoks kasutada 10-kordset 
lahjendust alglahusest. Lisaks on katse põhjal võimalik näha radioligandi mittespetsiifilise 
seostumise madalat osakaalu (väärtused alla 150 cpm). 
























Joonis 9. Membraanide testimine radioligandi väljatõrjumiskatsete jaoks. Graafikul on 
toodud triplikaatides teostatud katse keskmised tulemused ± SEM. Katse põhjal on sobiv 
membraanpreparaadi kogus 150 000 rakku/punktis (10-kordne lahjendus alglahusest). 
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Samasugused katsed viidi läbi ka D1 ja D3 retseptorite jaoks. Joonisel 9 välja toodud D2 
retseptoriga samal ajal valmistatud D1 retseptori jaoks oli sobiv membraanpreparaadi hulk 
75 000 rakku/punktis (20-kordne lahjendus alglahusest) ning D3 retseptori jaoks 150 000 
rakku/punktis (10-kordne lahjendus). Mõlema retseptori puhul oli taaskord võimalik näha 
madalat mittespetsiifilise seostumise osakaalu, mis viitab kvaliteetsetele 
membraanpreparaatidele. 
3.2 3-asendatud apomorfiini derivaadid 
Käesolevas töös testiti esimesena ühendeid, mille puhul varieeriti funktsionaalrühmi 
apomorfiini kolmandas positsioonis (Joonis 10). Eelnevalt on meie töörühmas testitud nelja 
erinevat apomorfiini derivaatide seeriat. Seetõttu on laborisisese tähistusviisi järgi tegemist 











Joonis 10. 3-asendatud apomorfiinide struktuuri üldvalem. Seeria koosneb kaheksast 
derivaadist, mille puhul apomorfiini kolmas positsioon asendati erinevate 
funktsionaalrühmadega. 
Kõik 3-asendatud apomorfiini derivaadid konkureerisid radioligandiga ning näilised afiinsused 
jäid vahemikku 0,12-1300 nM (Tabel 1). Mõõtmiste käigus selgus, et viiendas seerias on kuus 
ühendit, millel on parem afiinsus D1 retseptorile kui apomorfiinil. Viiel testainel on kõrgem 
afiinsus D2 ja neljal ühendil D3 suhtes võrreldes apomorfiiniga. Madalamaid Ki väärtusi, kui 
organismile omasel virgatsainel dopamiin, on võimalik näha vastavate retseptorite alatüüpide 
jaoks peaaegu kõigi viienda seeria ühendite puhul. Enamus testitud ühendeid (välja arvatud 
U5-2 ja U5-3) on mitteselektiivsed dopamiini retseptorite ligandid.  
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Tabel 1. 3-asendatud apomorfiini derivaatide keskmised Ki ± SEM väärtused, mis on arvutatud triplikaatides 
teostatud vähemalt kolme korduskatse tulemustest (n ≥ 3). Inhibeerimiskonstant Ki iseloomustab ühendi võimet 
inhibeerida radioligandi sidumist. Selektiivsus väljendab ühendi erinevate retseptori alatüüpide 
inhibeerimiskonstantide suhet. 
Ühend Asendaja Ki (nM) ± SEM Selektiivsus 
D1R D2LR D3R D1/D2L D1/D3 D2L/D3 
U5–1 Kloro- 110 ± 16 90 ± 20 53 ± 7 1,2 2,1 1,7 
U5–2 Bromo- 440 ± 49 38 ± 15 0,12 ± 0,06 12 3700 320 
U5–3 Hüdroksüül- 1300 ± 100 4,8 ± 1,1 0,30 ± 0,11 270 4300 16 
U5–4 Metüül- 130 ± 17 30 ± 5 18,1 ± 0,3 4,3 7,2 1,7 





59 ± 6 50 ± 12 30 ± 1 1,2 2,0 1,7 
U5–7 4-hüdroksü-
fenüül- 
4,6 ± 1,8 9,0 ± 2,0 4,9 ± 0,5 0,5 0,9 1,8 
U5–8 4-dibenso-
furanüül- 
46 ± 10 26 ± 7 27 ± 4 1,8 1,7 1,0 
Apo Hüdrüül- 370 ± 45 39 ± 7 15 ± 2 9,5 25 2,6 
DA ̶ 10000 ± 1200 2000 ± 690 35 ± 5 5,0 290 57 
Radioligandi väljatõrjumiskatsete tulemusena avastati viiendas seerias mitu silmapaistvat 
ühendit. Kõige parema afiinsusega ühend D1 retseptorile on 4-hüdroksüfenüül-asendajaga 
apomorfiini derivaat (U5-7, Ki = 4,6 ± 1,8 nM). Ühendi inhibeerimiskonstandi väärtused on 
samas suurusjärgus ka D2 (Ki = 9,0 ± 2,0 nM) ja D3 (Ki = 4,9 ± 0,5 nM) retseptorite jaoks. 
Seega on ühend U5-7 mitteselektiivne dopamiini retseptorite ligand.  
Kui võrrelda 4-hüdroksüfenüü-asendajat (U5-7) hüdroksüülasendajaga (U5-3), on näha, et 
D1R inhibeerimiskonstandid erinevad ligikaudu 300 korda. Selle põhjal võib järeldada, et 
4-hüdroksüfenüül-asendaja on sobival kaugusel selleks, et OH-rühm saaks interakteeruda D1 
retseptoriga. Lisaks võib ühendi U5-7 parem afiinsus D1 retseptorile olla seotud aromaatse 
tuuma π-π interaktsioonidega või sellega, et aromaatse tuuma küljes olev hüdroksüülrühm on 
happelisem kui alifaatne OH-rühm. D2 retseptorite puhul on ühendite U5-7 ja U5-3 
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inhibeerimiskonstandid väikse erinevusega. Ühend U5-3 on aga D3 retseptori jaoks ootamatult 
kõrge, subnanomolaarse afiinsusega (Ki = 0,30 ± 0,11 nM).  
Tabelis 1 on võimalik näha hüdroksüülasendajaga aine (U5-3) unikaalset selektiivsust. Ühend 
seostub D2 retseptorile 270 korda paremini kui D1 retseptorile. Veelgi suurem selektiivsus on 
saavutatud D1 ja D3 retseptorite vahel – ühendi afiinsus D3 retseptorile on ligikaudu 4300 
korda parem. Kõige raskem on saavutada selektiivsust ühte alamklassi kuuluvate retseptorite 
vahel, kuid ühendi U5-3 puhul on võimalik näha 16-kordset selektiivsust D2 ja D3 retseptori 
vahel.  
Viienda seeria kõige madalama Ki väärtusega ühend on bromoasendajaga U5-2. See ühend on 
kõrge afiinsusega D3 retseptori suhtes (Ki = 0,12 ± 0,06 nM). Sellest tulenevalt on ka selle 
ühendi puhul näha huvitavat selektiivsusprofiili: Ki väärtused retseptoritele D1 ja D2 on 12-
kordse erinevusega. Testaine U5-2 seostub D3 retseptorile 3700 korda paremini kui D1 
retseptorile. Viienda seeria silmapaistvaimaks tulemuseks on 320-kordne selektiivsus D3 
retseptorile võrreldes D2 retseptoriga. Kõrge selektiivsusega ühendid on aga perspektiivsed 
ravimikandidaadid, sest kõrvalmõjude vältimiseks eelistatakse ühendeid, mis seostuvad 
eelistatult soovitud sihtmärgile.  
3.3 9,10-asendis modifitseeritud apomorfiini derivaadid 
Järgmise seeria puhul muudeti asendajaid apomorfiini üheksandas ja kümnendas positsioonis 
(Joonis 11). Kuues seeria koosneb seitsmest erinevast ühendist, mille puhul apomorfiinile 
lisati 9- ja 10-asendisse 1,3-oksasolo rühm ning asendajaid varieeriti lisatud 
funktsionaalrühma 2-asendis.  
Kõik 9,10-asendis modifitseeritud apomorfiini derivaadid konkureerisid radioligandiga, kuid  
inhibeerimiskonstantide  väärtused jäid vahemikku 0,15-10 µM. Katsete tulemusel nähti, et 
kõigi ühendite afiinsused erinevatele DA retseptoritele on madalamad kui apomorfiinil 


















Joonis 11. 9,10-asendis modifitseeritud apomorfiini derivaadid. Seeria moodustavad seitse 
ühendit, mille puhul lisati apomorfiinile 1,3-oksasolo rühm ning asendajaid varieeriti lisatud 
funktsionaalrühma 2-asendis. 
Kõige paremini seostus dopamiini retseptoritele hüdrüülasendajaga ühend U6-9, mis oli kõige 
suurema afiinsusega D3 retseptorile (Ki = 150 ± 12 nM). Samas suurusjärgus 
inhibeerimiskonstandi väärtus oli ühendil ka D2 retseptori jaoks (Ki = 170 ± 28 nM). D1 
retseptorile seostus ühend kuni 10 korda madalama afiinsusega kui D2 ja D3 retseptoritele.  
Tabel 2. 9,10-asendatud apomorfiini derivaatide keskmised Ki ± SEM väärtused, mis on arvutatud triplikaatides 
teostatud vähemalt kolme korduskatse tulemustest (n ≥ 3). Selektiivsus väljendab testaine erinevate retseptorite 
jaoks leitud inhibeerimiskonstantide suhet.  
Ühend Asendaja Ki (nM) ± SEM Selektiivsus 
D1R D2LR D3R D1/D2L D1/D3 D2L/D3 
U6–9 Hüdrüül- 1400 ± 190 170 ± 28 150 ± 12 8,2 9,3 1,1 
U6–10 Ammoo-
nium- 
10000 ± 1000 6400 ± 2100 6900 ± 830 1,6 1,4 0,9 
U6–11 Fenüül- 4400 ± 340 1100 ± 140 4400 ± 930 4,0 1,0 0,3 
U6–12 2-hüdroksü-
fenüül- 
4700 ± 570 2700 ± 370 3100 ± 230 1,7 1,5 0,9 
U6–13 3-hüdroksü-
fenüül- 
6800 ± 470 1000 ± 80 1800 ± 90 6,8 3,8 0,6 
U6–14 4-hüdroksü-
fenüül- 
6800 ± 1200 1700 ± 190 1500 ± 240 4,0 4,5 1,1 
U6–15 3-metoksü-
fenüül- 
2600 ± 400 1000 ± 120 1700 ± 200 2,6 1,5 0,6 
Apo ̶ 540 ± 73 48 ± 4 27 ± 9 11 20 1,8 
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Kuuenda seeria ühendite madalad afiinsused viitavad sellele, et apomorfiini üheksandas ja 
kümnendas positsiooni ei ole mõistlik suuri funktsionaalrühmi kasutada. Ilmselt on madalam 
afiinsus tingitud sellest, et apomorfiini struktuuris on asendatud üks hüdroksüülrühm. 
Arvatakse, et nii dopamiini kui apomorfiini kaks hüdroksüülrühma on DA retseptoritele 
sidumisel olulisteks võtmeelementideks (Subramony 2006). Seda hüpoteesi toetavad ka 
kuuenda seeriaga läbiviidud sidumiskatsed. 
3.4 2-asendatud apomorfiini derivaadid 
Viimase seeria moodustavad kümme ühendit, millel puhul varieeriti asendajad apomorfiini 
teises positsioonis (Joonis 12). Kõigile ühenditele oli lisatud APO teise asendisse väävli 












Joonis 12. 2-asendatud apomorfiini derivaatide struktuur. Seeria koosneb kümnest 
ühendist, mis kõik sisaldavad 2-asendis väävli aatomit. 
Tabelis 3 on välja toodud 2-asendatud apomorfiini derivaatide inhibeerimiskonstantide 
väärtused. Kõigi ühendite inhibeerimiskonstantide väärtused erinevatele DA retseptoritele jäid 
vahemikku 0,12 nM kuni 5800 nM. Võrreldes apomorfiiniga leiti seitsmendas seerias kolm 
ühendit, millel oli kõrgem afiinsus D1 retseptorile kui APO-l endal. Lisaks sellele tehti 
kindlaks, et võrdluses apomorfiiniga on viiel derivaadil kõrgem afiinsus D2 ja D3 suhtes. 
Katsete tulemusena leiti mitu ühendit, millel oli suurem selektiivsus erinevate DAR alatüüpide 




Tabel 3. 2-asendatud apomorfiini derivaatide keskmised Ki ± SEM väärtused, mis on arvutatud triplikaatides 
teostatud vähemalt nelja korduskatse tulemustest (n ≥ 4). Selektiivsus väljendab testaine erinevate retseptorite 
jaoks leitud inhibeerimiskonstantide suhet.  
Ühend Asendaja Ki (nM) ± SEM Selektiivsus 
D1R D2LR D3R D1/D2L D1/D3 D2L/D3 
U7–1 (E)-2-fenüül-
etenüül- 
590 ± 98 57± 15 68 ± 11 10 8,7 0,8 
U7–2 (Z)-2-fenüül-
etenüül- 

































5800 ± 530 3600 ± 1250 1300 ± 130 1,6 4,5 2,8 
Apo ̶ 530 ± 79 30 ± 5 20 ± 4 18 27 1,5 
Seitsmenda seeria esimese kahe ühendi puhul on apomorfiinile lisatud 2-fenüületenüül 
asendaja, kuid tegemist on geomeetriliste isomeeridega. Tabelist 3 on näha, et cis-
konformatsioonis olev ühend U7-2 on kõikide testitud dopamiini retseptorite suhtes kõrgema 
afiinsusega kui trans-vormis olev testaine U7-1. Kõige paremini seostuvad mõlemad ühendid 
D2 retseptorile – trans-vormi Ki = 57 ± 15 nM ning cis-vormi Ki = 8,3 ± 1,4 nM. Suurimad 
inhibeerimiskonstantide väärtused on aga nendel testainetel D1 retseptorite suhtes. Tabelis 3 
on välja toodud ka ühendite U7-1 ja U7-2 selektiivsus. Huvitav on näha, et kahe geomeetrilise 
isomeeri selektiivsused on väga sarnased.  
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Kogu seeria üheks silmapaistvamaks ühendiks on testaine U7-4 (Joonis 13), mille 
funktsionaalrühmaks on N-metüülamiid. Testaine on kõrge afiinsuse ja selektiivsusega D2-
tüüpi retseptoritele, kusjuures eriti hästi seostub ühend D3 retseptorile (Ki = 0,33 ± 0,07 nM). 
D2 retseptorile on sidumine aga ligikaudu 12 korda madalama afiinsusega (Ki = 3,9 ± 
0,99 nM) kui D3R-le. D1 retseptorile seostub ühend aga ligikaudu 4200 korda madalama 
afiinsusega kui D3 retseptorile. Seeria järgmise ühendi (U7-5) puhul lisati amiidsele 
lämmastikule teine metüülrühm ning selle tulemusena kaotati ühendi selektiivsus. Tulemuseks 









































































Joonis 13. Seitsmenda seeria apomorfiini derivaatide U7-4 ja U7-6 võrdlus apomorfiiniga. 
Ühendid U7-4 ja U7-6 on antud seeria kõrgeima afiinsuse ja selektiivsusega ühendid. Joonisel 
on toodud iga ühendi jaoks väljatõrjumiskõverad DAR erinevatele alatüüpidele. On näha, et 
testained U7-4 ja U7-6 on selektiivsed D2-tüüpi retseptorite suhtes ning kõige kõrgema 
afiinsusega D3 retseptorile. Võrdlusainena kasutatud apomorfiin on DA retseptorite 
mitteselektiivne ligand. Katsed on teostatud neljas korduses, triplikaatides. Joonisel on toodud 
ühe eksperimendi tulemused. Graafik on normaliseeritud arvestades 100%-ks radioligandi 
sidumist retseptoritele juhul, kui märgistamata testainet pole lisatud. 
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Järgmise kolme ühendi puhul varieeriti amiidse lämmastiku küljes oleva alküülahela pikkust. 
Selgelt paistab välja tendents, mis on sõltuvuses alküülahela pikkusest. Tabelis 3 toodud 
tulemustest on näha, et mida lühem on alküülahel (U7-6), seda kõrgem on afiinsus kõigile 
dopamiinergilistele retseptoritele. Butüülrühmaga testainel U7-8 on kõige kõrgemad Ki 
väärtused ning ka kõige väiksem selektiivsus erinevate retseptorite suhtes. Propüül-asendajaga 
ühend U7-7 on selektiivne D2-tüüpi retseptoritele, kusjuures sidumine D2 ja D3 retseptoritele 
on ligikaudu samasuguse afiinsusega. Seitsmenda seeria kõige huvitavamaks ühendiks on 
etüülrühmaga testaine U7-6 (Joonis 13). See apomorfiini derivaat on kogu seeria kõige 
kõrgema afiinsusega ühend nii D2 (Ki = 2,4 ± 0,7 nM) kui ka D3 (Ki = 0,12 ± 0,04 nM)  
retseptorile. Lisaks paistab silma ühendi selektiivsusprofiil – testaine seostub ligikaudu 8300 
korda kõrgema afiinsusega D3 retseptorile kui D1R-le. Samuti on ühend ligikaudu 420 korda 
selektiivsem D2 retseptorile võrreldes D1R-ga. Märkimisväärne 20-kordne selektiivsus on 
saavutatud ka D2-tüüpi retseptorite vahel. Võrreldes omavahel ühendeid U7-6 ja U7-7 on 
näha, et D2 retseptori puhul on inhibeerimiskonstantide erinevus ligikaudu 10-kordne ning D3 
retseptori puhul 100-kordne.  
Hüdroksüülrühmaga testaine U7-9 on seitsmenda seeria kõige kõrgema afiinsusega ühend D1 
retseptorile (Ki = 21 ± 8 nM). Testaine afiinsus D2 retseptori suhtes on kuni 14 korda 
madalam. D3 retseptorile seostub ühend veelgi halvemini, kusjuures võrreldes D1 retseptoriga 
on afiinsuste erinevus 17-kordne. Seeria järgmise testaine puhul (U7-10) asendati 
hüdroksüülrühm broomiga ning tulemuseks saadi madala afiinsusega mitteselektiivne ühend.  
3.5 Lunasiin 
Peptiidi dopamiinergilist aktiivsust testiti samuti radioligandi väljatõrjumiskatsetes. Katsed 
teostati seetõttu, et käitumiskatsetes on nähtud lunasiini mõju kesknärvisüsteemile, kuid otsest 
sihtmärki, millele peptiid mõjub, pole teada. Katsete läbiviimiseks valiti üks DA retseptor, mis 
on seotud Gs-valguga (D1R) ja teine, mis kannab signaali üle Gi/o-valgu kaudu (D2R). Katsete 
tulemused publitseeriti koostöös Läti Ülikooli teadlastega teadusartiklis (Dzirkale et al. 2013).  
Katsete tulemusena nähti, et lunasiin seostub D1 retseptorile arvestatava afiinsusega. Kahe 
duplikaatides teostatud korduskatse tulemusel saadi lunasiini inhibeerimiskonstandiks Ki = 60 
± 15 µM (Joonis 14). Samas suurusjärgus on ka organismile omase virgatsaine dopamiini 
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inhibeerimiskonstandi väärtus Ki = 36 ± 7 µM. DA retseptorite ligandid on valdavalt 
madalmolekulaarsed ühendid, kui katsete põhjal nähti, et dopamiinergilistele retseptoritele 
võivad seostuda ka peptiidid. Lunasiini sidumiskatsetes D2R retseptoritele ei nähtud olulist 
efekti kuni peptiidi kontsentratsioonini 32 µM. 
























Joonis 14. Radioligandi [
3
H]SCH23390 väljatõrjumine dopamiini (DA) või lunasiiniga D1 
retseptoriga rakumembraanides. Graafik kujutab ühe eksperimendi tulemusi. 
Inhibeerimiskonstandi väärtused arvutati kahe korduskatse tulemustest. Dopamiini jaoks Ki = 
60 ± 15 µM ja lunasiinil Ki = 36 ± 7 µM.  
Radioligandi väljatõrjumiskatsete põhjal nähti, et peptiid lunasiin võib mõjutada 
dopamiinergilist süsteemi ning selle kaudu avaldada mõju kesknärvisüsteemile. Lisaks 
dopamiini retseptoritele võib lunasiin aktiveerida ka teisi GPCR-e. Seetõttu on huvitav edasi 
uurida peptiidi mõju nii dopamiinergilisele süsteemile kui ka teistele G-valguga seotud 
retseptoritele.  Praeguseks on kindlaks tehtud, et lunasiin ei mõjuta serotoniini 1A retseptoreid 





Käesolevas magistritöös uuriti erinevate ühendite sidumisomadusi dopamiinergilistele 
retseptoritele, eesmärgiga leida uusi, alatüüp-selektiivseid ja kõrge afiinsusega ligande. 
Testimiseks kasutati dopamiini retseptoreid D1, D2 ja D3, mida ekspresseeriti HEK-293 
rakuliinis. Ligandide esmaste farmakoloogiliste omaduste iseloomustamiseks kasutati 
radioligandi väljatõrjumiskatseid.  
Teoreetilises osas kirjeldati G-valguga seotud retseptoreid, sealhulgas dopamiinergilisi 
retseptoreid, ning nende tähtsust organismis. Lisaks anti lühike ülevaade ligandi sidumisest, 
peatudes pikemalt radioligandi väljatõrjumiskatsetel. Põgusalt räägiti ka apomorfiinist ning 
sojavalgus leiduvast peptiidist lunasiin. 
Suure osa käesolevas töös testitud ühenditest võtsid enda alla erinevad apomorfiini derivaadid. 
Katsete käigus leiti mitmeid nanomolaarse afiinsusega D2 retseptori ligande. Samuti tehti 
kindlaks mitu subnanomolaarse afiinsuse ja märkimisväärse D3 retseptori selektiivsusega 
ühendit. Kokkuvõttes tuvastati mitmeid sidumisomadusi parandavaid struktuurielemente, mis 
on abiks uute, efektiivsete dopamiinergiliste ravimikandidaatide arendamisel. Lisaks sellele 
uuriti esimest korda lunasiini toimet kesknärvisüsteemile ning avastati, et peptiid seostub 
dopamiini retseptoritele ligikaudu kaks korda madalama afiinsusega kui organismile omane 
virgatsaine DA. 
Töö dopamiinergiliste retseptoritega jätkub. Ligandide sidumisomadusi on plaanis uurida ka 
D4 ja D5 retseptoritele. Lisaks on kavas rakendada DA retseptorite uurimiseks 
fluorestsentsmeetodeid, mille abil retseptor-ligand interaktsioone veelgi täpsemalt jälgida. 
Käesoleva töö raames avastati mitmeid ühendeid, mida oleks võimalik kasutada 
dopamiinergiliste fluorestsetsligandide arendamiseks. 
Antud töö tulemused on publitseeritud ühes teadusartiklis (Dzirkale et al. 2013). Lisaks on 
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CHARACTERIZATION OF NOVEL DOPAMINERGIC 




This Master’s thesis characterizes binding properties of different dopaminergic ligands. Aim 
of the study was to apply the D1, D2 and D3 dopamine receptor stable cell lines for ligand 
binding studies. The main purpose of this work was to discover novel, subtype-selective, high-
affinity dopaminergic ligands. 
G-protein-coupled receptors (GPCRs) are involved in many diseases and are therefore targets 
of approximately 50% of prescription drugs. The theoretical part of the thesis describes 
GPCRs, including dopamine receptors, and their importance in cellular signal transduction. In 
addition, a short overview of ligand binding, focusing on radioligand competition assay, was 
given. Moreover, apomorphine and a soy peptide lunasin were briefly described.  
Most of the experiments in the thesis were done with apomorphine derivates. Several 
compounds with nanomolar affinities for D2 receptor were described. Also, some compounds 
with subnanomolar affinity and notable selectivity for D3 receptor were identified. In 
summary, some promising functional groups, which improved binding properties of 
apomorphine derivates, were discovered. This is an additional step towards novel, subtype-
selective dopaminergic drugs. In addition, the effect of lunasin on the central nervous system 
was investigated for the first time. It was discovered that lunasin has two times lower affinity 
towards D1 receptor than dopamine itself.  
Work with dopaminergic receptors continues.  The goal is to characterize binding properties of 
novel ligands towards D4 and D5 receptors. In addition, the aim is to implement different 
fluorescence methods for dopamine receptors. This would help to understand and characterize 
receptor-ligand interactions in further details. Several new compounds identified in the thesis 
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